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Figurc. Schematic diagram 











股流動'I;l l:は細胞肢の)I~本的な性的-の-つであり、 ì: として朕を構成する脂l買の組
成によって決定され、 }J央JJ行氏以上克の物J'H(I~係式をぷす。碕々の生理的及び病態生理
的な条件によってJ史流動VI:は変動することが矢1Iられており、この変動が細胞膜rに















































Fig. 1-1 Transport systems 























































Fig.l・3 Effect of benzyl alcohol on 
TEA uptake by brush-border 
membrane vesicles (with H+ 
gradient). Membranc vcsicles (pH 6.0) 
were incubated wI1h the substratじmixturc
(PH 7.5) containing O.3125mM f
14CJTEA 
(final O.25mM) in thじabscnccnr prcscncc of 









Fig. I-2 Effect of benzyl alcohol 
on brush-border membrane 
f1uidity. Fluorescence polarization 
of DPH was measured in the pr凶enceof 
various concentrations of benzyl 
alcohol. 
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Fig. I-5に膜小胞への TEA取り込みの濃度依作性についてぶした。 TEAの濃度を














Fig. 1・4 Reversibi1ity of benzyl 
alcohol effect on TEA uptake by 
brush-border membrane vesicles. 
Membrane vesicles (pH 6.0)， pretreated 
without or with 20mM ben勾，1alcoho1 
σretreatment:ー or+， respective1y)， were 
incubated with the substrate mixture 
(PH 7.5) containing 0.3125mM 
[14C]TEA (final 0.25mM) in the ab田町e
or presence of 20mM benzyl alcohol 


















Coexistence 国 + 
Fig. 1-6 Concentration dependence of 
the inhibition of TEA uptake by 
benzyl alcohol. Membranc vcsicJes (pH 
6.0) were incubated with 1hc subs1ratc mixturc 
(pH 7.5) containing O.3125mM r14C]TEA 
(日nalO.25mM) in thc prescn∞of various 
conccn1ra1ions of benzyl alcohol cithcr 
withou1 (0 ) or 
cimetidinc. 
O.lmM with (. ) 
と考えられた。
。 • 40 • 10 20 30 
BENZYL ALCOHOL (mM) 



















刷子縁膜小胞への TEA取り込みの初期速度を測定した。 Fig. 1みから|リjらかなよう
にTEAの取り込みはベンジルアルコールによって濃度依存的に閉じ13され
Fig. 1-5 Concentration dependence of 
TEA uptake. Membrane vesicles (pH 6.0) 
were incuba1ed with the substrate mixture (PH 
7.5) containing various concentrations of 
[14C]TEA in the abs印矧e白n川lCα'C0ωrp 郎 e印nc伐e0ぱfb悦凶G白1町 l 
剖此co叶仙伽h加1ω刈O此i上c∞onωn山1
その ICso
















の蛍光が消光することに -Jf~づいている。 Fig. ト時A にぷすように Acridinc orangcを合
むpH7.5の外液中に、小胞内 pHを6.0としたJ史小胞をJ]lえたiA-介、急激な蛍jじれlj
光が観察される。その後 Acridincorangcの消光は終日.)":(1なに[1-1復するがこの池利は川j
Figo 1・7 ReJationship between 
membrane fJuidity and TEA 
transport in brush-border 
membranes. 













FLUORESCENCE POLARIZA TION 





























Figo 1-り Effectof benzyJ aJcohoJ 
on TEA uptake by brush-border 
membrane vesicJes (without H+ 
gradient). Mcmoranc vωiじlωU)H
70S) wcrc incubatcd with thc suostratc 
mixturc (pH 70S)∞ntaining 201M 
[14CITEA (linallmM) in thc prωcnce ()f 
various conccntrations of hell/yl 
a1coho1. 
40 10 20 30 
BENZYL ALCOHOL (mM) 
。
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Figo l-H Dissipation rate of H+ gradient in brush-border membrane vesicles. (A) Typical trace 
of Acridinc orangc with tin比 At thc arrow， O1cmbrane vesicles (PH 6.0) wcre刻化d10 the ex1ernal buffer (pH 
705) containing 6μM Acridinc orangco (B)百leplots of In(F∞-Ft) against time showing tha1 1hc dissipa1ion of 
thc H-+ gradicnt fol1ows first-ordcr rcaction kincticぉ. Extemal buffer (pH 7.5) containing 6~M Acridine orangc 















勾配に対する J]~特が考えられる。そこで Acridinc orangcをJIし1た蛍光消光法によっ
て、 H+勾配li1j失速度:に及ぼすべンジルアルコールの彬特について検討した。 Acridine
orangcは椅々の朕小胞系で小胞内 pHの測定に1Jし1られている
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Fig. 1-10 Effect of benzyl alcohol on 
TEA-TEA exchange. Membrane 
V邸ic1es(PH 8.0) pre10a必dwith 2.5mM 
TEA were incubated with the substrate 
mixture (pH 8.0) containing 0.278mM 
C4C]TEA (日na]0.25mM) in the presence of 
various ∞ncentrations of benzy1 alcoho1: 































Fig. l-11 Effect of alcohols on 
TEA uptake. Memhrane vesicles (pH 
6.0) wcre incubat{対 withthe substrate 
mixture (pH 7.5)∞ntaining O.3125mM 
C4CJTEA (1inal O.25mM) in the prcscncc 
of various conccntrations of alcohols; 
butyl (.)， h叫 1(")， oLiy] (11)出ld
bc問 '1(0) alcoho1. 
Fig. 1-12 Relationship between 
logPoct and log(lJIC50(TEA 
uptake)). TEA uptakc was mea~urcd in 
the prcsc附 ofbutyl (. )， hcxyl CA)， 
叫 1(回 )and bcnzyl (0 ) alωhol. 
Fig. I-14 Effect of benzyl alcohol 
on choline uptake (with potential). 
Membnmc vc."iidω(pH 7.5) prcloaad 
with 100mM K gluconate were incuhatcd 
with tlH: suhstrate mixturc (pH 7.5) 
∞l1taining 100mM Na g]uconatc， 7μM 
¥'a1inomycin and 55.6μM l3H]ch川inc
(linal 50f-lM) in thc prcscncc oj・various












Fig. 1-13 Relationship between 
logPoct and log(1/IC5(DPH 
polarization)). Fluorescence 












without (0) nr with (.) 40mM 
unlabeled clwlinじ.
40 10 20 30 



























Fig. 1-15 Effect of benzyl alcohol on 
choline uptake (without potential). 
Membrane vesicles (pH 7.5) pre]oa化dwith
100mM K g]uconatc were incubatcd with 
thc substrate mixture (pH 7.5) containing 
100mM K gluconatc， 7μM va)jnomycin and 
55.6μM [3H]cholinc (1inaJ 50μM) in thc 
presence of various concentrations of bcnメyl
a1cohol. 
15 
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Fig. 1-16に小胞外 Na+濃度を 100mM、小胞内を 0として内向き Na+勾配存在下に次にベンジルアルコールの影響が駆動力のみに対するものかを明らかにするた
おける glu∞seの取り込みに及ぼすべンジルアルコールの影響について示した。ベめ、駆動力非存在下における choline取り込みに及ぼすべンジルアルコールの影響に
ンジルアルコールは濃度依存的に glucose取り込みを阻存し、その ICsoは24.3mMで










Fig. 1-17 Effect of benzyl alcohol on 
o-glucose uptake (without Na+ 
gradient). Mcmhranc ¥'esic1csωH 7.5) 
preloaded with 100mM j、~aClwcre incuhated 
with the substrate mixturじ(pH 7.5) 
ωntaining 100mM NaCl and O.lmM 
[3H]r:glucose (日na) O.05mM) il thc 

















40 10 20 30 






















Le Grimellec Fig. 1-16 Effect of benzyl alcohol 
on o-glucose uptake (witb Na+ 
gradient). Membrane vesicles (PH 7.5) 
were incubated with the substrate mixture 
(pH 7.5) containing 200mM NaCl 加 d
O.lmM [3H]r:glucose (日nalO.05mM) in 
the pre.<;ence of various concentrations of 
benzyl a1cohol either without (0) or with 
(. ) O.lmM pl山由in.
40 
16 
10 20 30 
























Fig. 1-18 Effect of benzyl alcobol 
on TEA uptake by basolateraJ 
membrane vesicles. Mcmbranc 
vcsiclcs (PH 7.5) were incubated with the 
sulヲstratemixturcωH 7.5) containing 
2.5mM [14CJTEA (日n泊1.25mM)in thじ
absence or prescncc 01" benzyl a1cohol: 




















Fig.ト19 TEA uptake by basolateral 
membrane vesicles in tbe presence 
of various concentrations of benzyl 
a]cobo]. Membranc vcsiclcs (pH 7.5) 
wcre incubatcd with thc substratc mixturc 
(pH 7.5) containing 2.5mM 114CJTEA 
(final 1.25mM) in the prcsence of vぽiouぉ
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2 MINUTES 5 
Fig. 1・20 PAH uptake by 
basolateral membrane vesicJes. 
Membrane vesic1es (pH 7.5) were incubated 
with the substrate rnixture (pH 7.5) 
containi時 O.llmM [14C]PAH (日na1
O.lmM) without (0) or with C.，企)
11.1μM glutardte (白naI10μM)and either 


































コ 。 2 MINUTES 5 
。
Fig. 1-21 Effect of benzy 1 alcohol 
onα・ketoglutarate uptake by 
basolateral membrane vesicles. 
Membrane vesicJcs (pH 7.5) werc incubated 
with the substrate mixture 匂H 7.5) 
CDntaining 0.2mM [14C]α-ketogJutarate 
(finaJ 0.1 mM) in the absence or prcs叩悶C口nccnぱf 








Fig. 1-22 Effect of benzyl alcohol on 
P AH uptake by basolateral 
membrane vesicles. Membrane 
V凶 icl岱(PH 7.5) preloa化dwith 2.5mM 
glutarate were incubated with the substrate 
mixture (pH 7.5) containing O.l1mM 
[
14C]P AH (final O.lmM) in the absence or 
pres白悶 ofb印刷 d∞ho1:∞ntrol(0 ); 



































































































































Fig. 1-1 Effect of CHS treatment 
on cholesteroJ content in brush-
border membranes. Membranc 

























Fig. II-l は加えた CHS 量と処理後の刷子縁朕中でのコレステロールfTUをノJ~ し
ている。処理に用いた CHS量に比例してftiJ子縁膜r1' のコレステロール介 li;: は以リ~II
0.05 








次に第 I章と同様に DPHを用いて蛍光偏光解消法により CHS処J1Hによるfr，;IJr縁
膜流動性の変化について検討した。 Fig.I・2は栴々の!止の CHSで処則した刷!と級以












びglucose輸送に及ぼすコレステロールの影響について検討を加えた。Fig. Il・2 Effect of CHS treatment 
on brush-border membrane f]uidity. 
Fluorescence polarization of DPH was 
measured at 250C (0) or 3rc (ム) コレステロール処理による有機カチオン輸送の変化
Fig. Il-.3 Effect of CHS treatment 
on TEA uptake by brush-border 
membrane vesicJes (with H+ 
gradient). Memhranc ¥'ωicl凶旬H














with the suhstratc mixtu陀(PH 7.5) 




































された。.椅類の脂質のみからなる人工膜とは異なり、腎局iJ子縁膜は他種類の脂質 O.25mM) a1 250C (A) nr 370C (13). 2 . 5 
MINUTES 2MINUTES5 
















Fig. Il-4 Concentration dependence 
of TEA uptake. Membranじ vcsichぉ
(pH 6.0) tr叫じdwi1h ethanol (0 ) or 
O.05mg CHS/mg protcin (. ) wcrじ
incubated with theおubst凶 cm ixturc (pH 





























Relationship between Fig. I・6Fig. II-4にCHS処理した刷子縁膜小胞への TEA取り込みの濃度依存性について
membrane fluidity and TEA 



























23.8 nmol/mg とコントローノレのnmoVmg protein/min 値は 32.9Vmax 小胞での
protcin/minと比べ大きなものであった。従って CHS処理により基質親和性は変化せ 増加するに従って TEA取り込みは増加し、 良好なネ[1I児関係が認められた (r={).989，






Fig. 1I-7 Dissipation rate of H+ 
gradient in brush-border membrane 
vesicles .百1epJots of In(F∞-Ft) against 
time showing that the dissipatIol1 of thc H+ 
gractient fo1Jows first-order rcactiol1 kinctiω. 
Membrane vcsicles wcrc trcated with varI(下us
∞nce山 ationof CHS: controJ (0 ); 0.025 
(. )， protcin 
rotcin (企)叩d0.1 mg CHS/mg 
0.05 mg CHS/mg 
gp 
protein (11). 






Fig. I-5 Concentration dependence 
of the stimulation of TEA uptake by 
cholesterol enrichment. Membrane 
vesic1es (pH 6.0) treated with various 
concentrations of CHS were incubated with 
the substrate mixture (pH 7.5)∞ntaining 
0.3125mM C4C]司 A (finaJ O. 25m M) 
either without (0 ) or with (.) O.lmM 
一-・• • . 一
?
??







、 ? ? ?
cimetidine. 
0.1 0.05 
CHS (mg / mg BBMV) 
。
コレステロール含量の増加によって有機カチオン輸送活性が Lfl.する以凶の
そこで H+勾配ifjっとして駆動力である H+勾配の消失に対する影響が与えられる。Fig. 11-5から明らかなように H+勾配存在下での TEA取り込みの初期速度は処理
失速度に及ぼす CHS処理の影響について Acridineorangc蛍光消光法を川いて検J




















2聞bFig. 1I-8 Effect of FCCP on TEA 
uptake (with H+ gradient). 
Membrane vesicles (pH 6.0) treated with 
ethanol (0，.) or 0.05mg CHS/mg 
protein (ム，企)we民 inct削 edwith the 
substrate mixture (pH 7.5) containing 
0.3125mM [14C]TEA (final 0.25mM) either 









Fig. I・10 Effect of CHS treatment 
on D-g)ucose uptake (without Na+ 
gradient). Membrane v e.~icl出 (pH
7.5) treated with various concentra1ion of 
CHS were jJlcubated with thc substrate 
mixturc (pH 7.5) containi時 O.lmM
[3H]D-glucose (日JlaJ0.05mM). 
???








ぶした。 FCCPはプロトノフォアであり小胞内外の H+勾配を消失させる(拍)0 FCCP 
共存によりコントロール及び CHS処理の両群で TEA取り込みは大きく低下した。





Fig. II-10に小胞内外のNa+濃度を 10伽1Mとして駆動力である Na+勾配非仔本卜に
おける glucoseの取り込みを測定した結果を示した。 CHS処理した膜小胞への
0.05 0.025 
CHS (mg / mg BBMV) 
。
glucoseの取り込みはコントロールと比べて大きいものであった。このように Nゲ勾
配非存在下での glucose取り込みが CHS 処理によって上昇することから、
Na+/glucose共輸送体の活性は刷子縁膜中のコレステロール合量の噌加により卜.界
するものと考えられる。
Fig. I・9 Effect of CHS treatment 
on TEA uptake (without H+ 
gradient). Memb伽ra却nevesicles (ωpH 7.5勾) 
treated wit出hvarious COJlcent甘ratioI1sof CHS 












CHS (mg / mg BBMV) 
。。
CHS処理 (0.05mgCHS/mg BBMV)によって H+勾配非存在下での TEAの初別取り
込み速度はコントロール群の 114%に上昇するのに対し、 glucosc取り込みは同)fj民
















































ン逆輸送系に対して影響を与えると考えられる。本研究では O.ln1g CHS/rng BBMV 







































































Fig. II-ll Schematic view of relationship between transport activity and membrane f1uidity. 
Open bar rcprcsents the physiological f1uidity range of brush-border membranes. 
36 37 
Table II -1 Specific activities of alkalinc phosphatase， aminopeptidωc and NゲAぐ-ATPase
in the homogenates and brush-border mcmbranes from adult and 14-day-old rats. 刷子
縁膜流動性に及ぼす発育の影響lII-1 


















+12 土20土0.6:t 1.3 土0.6土2.8
51.7 63.8 439 1022 350 741 BBM S.A.a えた。




a Specific activity (S.A.) (nmol/mg protein/min). 
0.98 
:tO.04 















Fig. II-l FJuidity of brush-border 









































Fig. II-3 Concentration dependence 
of TEA uptake. McmbnU1c ¥'邸iclcs
CpH 6.0) from油 lt(0 ) and 14・day-old
C. ) rats wcrc incuhatcd with thc suhstratじ
mixturc (pH 7.5) containing variouぉ






























Km、 Vmaxはそれぞれ、 0.14mM、14.6nmol!mg protcin/minであった。 II1J乳ラットに
UrlJ乳ラットと成熟ラットの有機カチオン輸送特性の比較
Fig. III-2に小胞内 pH6.0、小胞外 pH7.5とし、 H+j有機カチオン逆輸送系の駆動
ノJである外向き H+勾配存在下での、哨乳ラット及び成熟ラットから調製した刷子縁
股小胞への TEA取り込みについて測定した結果を示した。
Fig. 1I-2 TEA uptake by brush-
border membrane vesicles from adult 
and 14・， 21・， and 28・day-old rats 
(with H+ gradient). Membrane 
V回ic1es(PH 6.0) from adult (0)， 14-由y-
old (.)， 21・巾y-old(企 )and 28必y-old
おいても成熟ラットと同様、単一の輸送系の存在が示唆され、その Km、Vmaxはそ
れぞれ、 0.13mM、7.01nmol/mg protein/minであり、成熟ラットと比べ Kmイ1ftは|IijFI:
C. ) rats were incubated with the substrate 



























Fig. II-5 Relationship between age 
and TEA transport. Membranc 
¥'csic1es (PH 6.0) fTOm n¥ts of ¥'arious agcs 














? 〉 ? 、 ↑ ? ?
成熟ラット及び晴乳ラットにおける有機カチオン輸送系の基質認識性を比較す
るため、 TEA取り込みに及ぼす種々の有機カチオンの影響について検討した。
Fi泡g. II-4 Effect of various 
organic cations on TEA uptake. 
Membra即 vesicles(ωpH6.0め)台omadult 
(A) a釘nd 14蝉d也ay-舟old (B助) ra凶剖1s wer児e 
i凶ncαωuba剖te吋dwit山h1he subs1rate mix1ure 
(pH 7.5勾)∞n凶1a泊in山 g 0.3125mM 
C4C]TEA (final 0.25mM) 制

















sec.1であるのに対し、 H甫乳ラットでは 0.026+0.001sec.1であり、 nm'.fしラットのMUr 
)民小胞への TEA取り込みに及ぼす種々の有機カチオンの阻害効果を示した。両群と
も 以下、 N-acetylprocainamide、TEA 取り込みは cimetidineで最も強く阻害され、












Fig. HI-6 TEA-TEA exchange in 
brush-border membrane vesicles 
from adult and 14・day-oldrats. 
Membranc vcsicles (pH H.O) from adu1t 
(0)制 14品川d(.)凶sprclo減 d
with 2.5mM TEA wcre incubated with the 










































胞を第 H市とrnj様に cholesterylhcmisuccinate (0.05mg CHS/mg BBMV)で処理し膜流
動[ft:を低ドさせ、 TEA取り込みを測定した。その結果、外向き H+勾配存在下での
TEAの初期取り込み速度は、コントロール群では1.27 =t 0.05 nmol/mg protein/10sec 
であったのに対し、 CHS処理群では1.40=t 0.05 nmol!mg protein/10secと上昇した。
また、 TEA取り込みの濃度依存性の検討から、 H南乳ラットから調製した刷子縁膜











































trans-stim ulation効果も、 ntH乳ラットから調製された刷Jf縁膜で認められた。 TEA取
り込みの濃度依イメ'[ft:から求めたぬn値はn市乳ラット、成熟ラットの両者から調製し





依存性から求めた Vmax他も低し 1ものであった。 TEA取り込みの初期速度は、 14日





























































について比較検討を行つたO 生後 14 日齢の哨乳ラットから調製した~I;IJ [-縁股'11で



























[14C]tetraethylammonium (0.19G Bq/mmol)、p-[14C]aminohippuratc (1.5-1. 6G Bq/Inmol) 
はDuPont-New England Nuclcarネ土のもの、 [3H]choline(3.18TBq/mmol)、PH]D-glucosc
(222G Bq/mmol)、[l4C]α-ketoglutarate(2.1 Gbq/mmol)はAmcrshamIntcmational社のもの、
Percoll (密度1.129g/ml)はPharmacia社のもの、 1，6-diphenyl-1，3，5-hcxatriene(DPH)は
Molecular Probes社のもの、 carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazonc (FCCP) 
はFlukaAG、AcridineorangeはMerck社のもの、ベンジルアルコール、ブタノール、






体重 200-230gの Wistar系雄性ラット(7・8匹)を pcntobarbital(40mg/kg)で‘麻酔後開
腹し、両腎をすばやく摘出し、氷冷調製用緩衝液 A(300mM mannitol， 5mM EGT A， 
12mM Tris-HCl， pH 7.1)で洗浄し血液を除く。以下の操作はすべて 4
0Cで行う。被!肢
を除去した後、 Stadie-Riggs microtomeで厚さ約 0.3mmの腎皮質切片を作成する。 liマ
皮質切片の湿重量を測定し、 9倍用の調製用緩衝液Aを加え Waringblcndcr ( 1本来!?
機)で 2分間、 18000rpmでホモジナイズする。純水で、 2イ古希釈し、 MgC12を 10mM
となるように加え、 15分間穏やかに撹排した後、 1900gで 15分間遠心分離する(沈
殿 1除去)。上清を 24000gで30分間遠心し(上清2除去)、沈殿に 10イ古川の 1/2調
製用緩衝液 A (150mM mannitol， 2.5mM EGTA， 6mM Tris-HCl， pH 7.1)を加えて
glassrreflon Potterホモジナイザーで 1000rpm、10[tJホモジナイズする。 再度、 MgCI2
を 10mMとなるように加え、 15分間穏やかに撹排した後、 1900gで 15分間述心分
離する(沈殿3除去)。上清を 24000gで 30分間遠心し(上清4除去)、沈殿に 20倍
51 
用の取り込み実験用緩衝液A(100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5)または
取り込み実験用緩衝液 B(100mM mannitol， 10mM Mes-KOH， pH 6.0)を加えて
glass!feflon Potterホモジナイザーで 1000rpm、10問ホモジナイズし、 24000gで 30
分間遠心分離する(上清5除去)。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液Aまたは B






Tris-HCl， pH 7.5)で洗浄し血液を除く。以下の操作はすべて 4
0Cで行う。被膜を除去
した後、 Stadic-Riggs microtomcで厚さ約 0.3mmの腎皮質切片を作成する。腎皮質切
}l-の点目前号を測定し、 5倍用の調製用緩衝液 B を加えDounceホモジナイザー
(Whcaton社、 TypeB)でホモジナイズする。ホモジネートを遠心し、 2400gに達し次
第停止させ、 1:清を採取する。この操作をさらに 2回繰り返した後(沈殿 1-3除去)、
|治?を 2400gで 15分間遠心分離する。上清と沈殿上層部(ド層部;沈殿4除去)を
混不1し20500gで 20分間遠心分離する(上清5除去)。沈殿上層部(下層部;沈殿 6
除去)を調製JH緩衝液 Bに懸濁し、 glass!feflonPotterホモジナイザーで 1000rpm、10
[111 ホモジナイズし、 ~ll膜!両分とする。粗膜画分に Percoll を 10%(v/v) となるように加
え、 4持OO()gで 30分間遠心分離した後、全量 30mlの上清から 8ml(fraction 1)、5ml
(fraction 2"側底膜両分)を密度勾配フラクショネーター(目立製作所、 DGF-U)で分
取する。 Fraction2を調製j日緩衝液 Bで希釈し、 Percollを除去するために 100000g
で 120分間遠心分離する(上清 8除去)。沈殿に取り込み用緩衝液 A を加えて
gla"s!feflon Potterホモジナイザーで 1000rpm、10[nJホモジナイズし、 lOOOOOgで 60
分間遠心分離する(上清9除去)。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液Aを少量加





tetrahydrofuran ~こ 2mMとなるように溶解し、リン酸緩衝牛.理食指液 (PBS)で 2000
倍に希釈する。希釈後、スターラーを用いて 2時間以上撹作し、 tetrahydrofuranを抑
発させる。刷子縁膜小胞 (300μgprotein)を加え、 DPH(故終濃皮 1μM)と37
0C、30
分間インキュベートする。偏光板を装着した蛍光光度計(烏作製作J9r、RF-5000)を
用い、 250Cで励起波長 360nm、蛍光波長 430nmとして DPHの蛍光を測定する。 Jlh
起光側偏光板の角度がx、蛍光側偏光板の角度がyの時の蛍光強度を lxyとぶすと、
膜中での DPHの蛍光偏光度(P)は次式で計算される。





解した KClを加え、 KCl濃度を 100mMとしてお℃、 1時間放置し、|え衡化する。 J史
小胞懸濁液 20μlに 0.3125mM[l4C]TEAを含む基質溶液 (100mMKCI， lOOmM 
mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 80μlを加え、 250Cで-_..定IJYI日jインキュベー卜
する。所定時間の後、氷冷した反応停止液 (150mMKCl， 0.1 mM HgCI2， 20mM 
HEPES-Tris， pH 7.5) 1ml を加えて反応を停止させ、直ちに Milliporcfiltcr (Typc HA WP， 






H+勾配非存在下での刷子縁膜小胞への TEAの取り込みは、 100mMKCl， 100mM 
mannitol， 10mM HEPES-KOH緩衝液(pH7.5)に懸濁した膜小胞20μlへ、2mMI ]4C]TEA 
を含む基質溶液 (100mMKCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 20μ!を
53 
加えてインキュベートし、取り込み量を算出した。
側底膜小胞への TEAの取り込みは、 100mMKCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-
KOH緩衝液(pH7.5)に懸濁した側底膜小胞20μlへ、 O.25mM[14C]TEAを含む基質溶
液 (100mMKCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 20μlを加えてインキ
ュベートし、取り込み量を算出した。
(b) Trans-stimulation効果
100mM KCl， 100rnM rnannitol， 10mM HEPES-KOH緩衝液(pH8.0)に懸濁した刷子







る。その後、 40供量の氷冷取り込み実験用緩衝液 Bを加え、 24000gで30分間遠心
分離する。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液 Bを少量加え、注射針 (0.4x 19 
mm)をつけたプラスチックシリンジで、懸濁し、さらに 40倍量の取り込み実験用緩衝
液Bを加え 24000gで30分間遠心分離する。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液





液 A に懸滋jし、 100mMK glu∞nateを負荷した刷子縁膜小胞 20μlへ、 55.6μM
rJH ]cholincを合むぷ質溶液 (100mMNa gluconate， 100mM mannito1， 7μM valinornycinフ






内向き Na+勾配存在下で、の glu∞seの取り込みは、 300mMmannitol， 10mM HEPES-
KOH緩衝液(pH7.5)に懸濁した刷子縁膜小胞20μlへ、O.lrnMFH]D-glucoscを合む必
質溶液 (200mMNaCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-KOH， pH 7.5) 20μlを加えてイ








取り込み実験用緩衝液 A に懸濁し、 100mMKClを負侍した側底股小胞 20μ!へ、
0.11mM [14C]PAHを含む基質溶液 (100mMNaCl， 100mM mannitol， 10mM HEPES-
KOH， pH 7.5) 180μl を加えてインキュベートし、取り込みf乏を算出した。
外向きジカルボン酸勾配存在下での PAHの取り込みは、取り込み実験JH緩衝液A
に懸濁し、 2.5mMglutarate及び 100rnMKClを負荷した側底膜小胞 20μlへ、 O.llmM




実験用緩衝液Aに懸濁した側底膜小胞 20μiへ、 O.2mM[14CJα-ketoglutaratc を合む)l~





た(35・37，4め。取り込み実験用緩衝液 B(pH6.0)に懸濁した刷子縁膜小胞 50μ1(300μg 
protein)を 6~M Acridine orangeを含む 3mlの緩衝液 (100mMKCl， 100mM mannitol， 
10mM HEPES-KOH， pH 7.5)に希釈する。蛍光光度計(島津製作所、 RF-5000)を用い、
250Cで励起波長 493nm、蛍光波長 530nmとして Acridineorangeの蛍光変化を連続的
に記録した。
[卜7J蛋白質定量法









した刷子縁膜小胞をエタノールに溶解した所定量の CHS及び 3.5%PVP、1%BSA 
を含むPBS中に加え、撹祥しながら 370Cで 1時間インキュベー卜する。氷冷した
取り込み実験用緩衝液A又は Bを加えて反応を停止し、 24000gで30分間速心分離
する。得られた沈殿に取り込み実験用緩衝液AXはBを少量加え、注射針 (0.4x 19 
mm)をつけたプラスチックシリンジで懸濁し、さらに 40併量の取り込みJT]緩衝液を
加え 24000gで 30分間遠心分離する。得られた沈殿に取り込み実験Jri緩衝液AXは










Procainamide、N-acetylprocainam ideは Sigma社のもの、 N-meth y lnicotinamideは
Aldrich社のものを用いた。
[III-2J刷子縁膜小胞の調製
Wistar系附乳ラット、 14日齢(体重 18嗣23g)、21日齢(体重 35-40g)、28日齢(体重
60・70g)各20匹又は成熟ラット 8週齢(体重 240-260g)5匹をpentobarbital(40mダkg)で、
麻酔後開腹し、 I可腎をすばやく摘出し、氷冷調製用緩衝液Aで洗浄し血液を除く。





18mM p-nitrophenyl phosphateを含む 0.5mlの基質溶液に 100μlの試料を加え、37
0C
で 15分間インキュベー卜する。 0.6NのNaOH溶液2.5mlを加えて反応を停止した
後、 3000rpmで 10分間遠心分離し、上清の 410nmにおける吸光度を測定した。
(b)アミノペプチダーゼ (EC3.4.11.2.) 
1.5mM leucinc p-nitroemilideを含む基質溶液 2mlに100μlの試料を加え、 37
0C、15
分間インキュベートする。 5%ZnS04 2.5mlを加えて反応を停止した後、 3000rpmで
10分間遠心分離し、 上清の 400nmにおける吸光度を測定した。
(c) Na恨七ATPase(EC 3.6.1.3.) 
3mM ATPを合む基質溶液 1mlに 100μiの試料を加え、 37
0Cで 15分間インキュベ
ートする。 50%trichloroactic acid O.lml を加えて反応を停止した後、 1mlの蒸留水を
加え、 3000rpmで 10分間遠心分離する。上清 1mlに3mlのmolybdate-H2SO4とO.lml
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のFiske-Subbarow試薬を加え 250Cで20分間放置した後、 660nmにおける吸光度を






100mM mannitol， 10mM Mes-KOH緩衝液(pH 6.0) に懸濁した股小胞 2()~tl へ、
0.3125mM [14C]1EA及び 0.625mMの有機カチオンを含む基質決液 (100mMKCI， 





Modulation of organic cation transport and lipid fluidity by benzyl alcohol in rat renal brush-
border mcmbrancs. 
Pharmaαutica1 Research 13: 1069・1072，1996.
Effccts of benzyl alcohol on organic ion transport in rat renal basolatcral membranes. 
Pharmaαutical Sciences 2: 415・417，1996. 
Cholestcrol modulatcs organic cation transport activity and lipid fluidity in rat renal brush-
bordcr mcmbranes. 
Biochimica ct Biophysica Acta 1283: 232-236， 1996. 
Dcvclopmcntal maturation of organic cation transport in rat renal brush-border membranes. 
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